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(57) Abstract: The invention relates to a peptide with the following amino acid sequence: Zj-LEMPMSIPPEVKFNKPFVF-Zs 
r ^ (VIRIP), in addition to its biologically active fragments and/or variants and/or derivatives, in particular, ami dated, acetylated, sul- 
O phatedL polyethylene glycol (PEG) modified, phosphorylated and/or glycosylated derivatives and to peptides which can be prepared 

by multiple synthesis and which have the biological activity of VIRIP. In said sequence, Zj and 2* represent independently of one 
)~ another a number of amino acid esters between 0 and 10 and if Z, or Z>=0 amino acid esters, then Z t =H and/or Z->=COOH. 

>. 
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(57) Zusammenfassung: Peptid mit nachfolgender Aminosauresequenz: Zj -LEAIPMSIPPEVKFNKPFVF-Z^ (VTRIP), sowie 
seine biologisch aktiven Fragmente und/oder Varianten und/oder Dcrivate, insbesondere amidierte, acetyliene, sulfatierte, 
Polyethylenglycol (PEG) modifizierte, phospfaorylierte und/oder glykosylierte Derivate, sowie die durch multiple Synthese 
darstellbaren Peptide, welche die biologiscbe Aktivitat von VERIP besitzen, darin reprasentieren Zj, Zj unabhangig voneinander 
eine Anzahl von 0 bis zu 10 Aminosaureresten, und falls Z, odex Z?=0 Aminosaurereste bedeuten, dann Z,=H und/oder Z;>=COOH. 
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Humanes zirkulierendes Virus inhibierendes Peptid (VIRIP) und seine 

Verwendung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Polypeptid (EiweiBstoff) mit in- 
hibierenden Eigenschaften auf die virale Infektion von Zellen: Humanes Virus 
inhibierendes Peptid (VIRIP) und seine therapeutische und diagnostische Ver- 
wendung. Die Erfindung umfasst die naturlich vorkommende Form des VIRIP 
sowie abgeleitete Fragmente und/oder Analoga bzw. Derivate sowie schlieSIich 
ein Arzneimittel enthaltend die natiirlichen, rekombinanten und synthetischen 
Peptide zur Verwendung fur medizinische Indikationen und zur Verwendung als 
ein Diagnosemittel. Die Erfindung umfasst daruber hinaus modifizierte Formen 
des VIRIP, die eine besonders gunstige therapeutische Wirksamkeit aufweisen. 
Des weiteren eine Nukleinsauresonde hybridisierend fur VIRIP oder eines sei- 
ner Fragmente und/oder Derivate und Antikorper bzw. Antagonisten gerichtet 
gegen VIRIP oder eines seiner Fragmente und/oder Derivate zu diagnostischen 
oder therapeutischen Zwecken, insbesondere bei viralen Erkrankungen und zur 
Behandlung von Infektionen mit HIV-1 und HIV-2. 

Die VIRIP konnte uberraschenderweise mit Hilfe von chromatographischen 
Methoden und mit Hilfe eines biologischen Assays aus humanem Hamofiltrat 
tsoliert werden. Die biochemische Charakterisierung des erfindungsgemaBen 
Peptids erfolgte durch Massenspektrometrie und vollstandigen Sequenzierung 
aller Aminosauren. 

Das Peptid besitzt die folgende Aminosauresequenz: 



01346A0A2_L> 



WO 01/34640 



PCT/EP00/11020 



2 

Z 1 - LEAIPMSIPPEVKFNKPFVF - Z 2 , worin Z lf 2 2 unabhangig voneinander eine 
Anzahl von 0 bis zu 10 Aminosaureresten, und falls Z, oder Z 2 =0 Aminosau- 
rereste bedeutet, dann Z^H und/oder Z 2 =COOH reprasentieren. 

Die Molekularmasse des erfindungsgemaBen Peptids VIRIP betragt 2303 Da, 
wenn Z r und 2 2 keine Aminosaurereste bedeuten. 

Als Derivate des VIRIP sind insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
Polyethylenglycol (PEG) modifizierte, phosphorylierte und/oder glykosylierte 
Derivate, sowie die durch multiple Synthese darstellbaren Peptide, welche die 
biologische Aktivitat von VIRIP besitzen, zu nennen. 

Das erfindungsgemaBe Peptid umfasst ein 20 Aminosauren umfassendes 
Fragment des bekannten humanen Proteins Alpha-l-Antitrypsin (Accession No. 
P01009), welches in seiner prozessierten Form aus 394 Aminosauren besteht. 
Die Funktion des Alpha-l-Antitrypsin wird vornehmlich als Hemmstoff fur die 
Enzyme Elastase sowie Thrombin und Plasmin beschrieben. Die erfindungsge- 
maBe Peptidsequenz des VIRIP beginnt vorzugsweise hinter der Aminosaure 
352 des Alpha-l-Antitrypsin und umfasst somit die Aminosauren 353 bis 372 
des Alpha-l-Antitrypsin. 

Uberraschenderwetse bewirkt das erfindungsgemaBe Peptid eine Unter- 
druckung der HIV-l-Infektion und/oder -Replikation von bzw. in humanen 
Blutzellen. 

Das erfindungsgemaBe Peptid ist durch ein Reinigungsverfahren ausgehend 
von humanem Hamofiltrat erhaltiich. Dieses Hamofiltrat fallt bei der Ultrafiltra- 
tion des Blutes von Nierenkranken in groBen Mengen an. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Polynukleotide, die fur das erfindungsge- 
maBe Peptid kodieren, wobei diese Polynukleotide bevorzugt aus DNA-RNA 
genomischer DNA oder PNA aufgebaut sind. Ein weiterer Aspekt der Erfindung 
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sind Vektoren, die die erfindungsgemaBen Polynukleotide enthalten sowie 
gentechnisch manipulierte Wirtszellen, die den erfindungsgemaBen Vektor 
enthalten. Auch Polynukleotide, die mit den erfindungsgemaBen Polynukleoti- 
den hybridisieren (Antisense-Nukleotide) sind Gegenstand der Erfindung. 
Weitere Aspekte der Erfindung sind Antikorper, die gegen die erfindungsgema- 
Ben Peptide gerichtet sind sowie Antagonisten und Inhibitoren, die die Wirkung 
der erfindungsgemaBen Peptide hemmen. 

Das erfindungsgemaBe Peptid kann auch mit einem Adapterprotein gekoppelt 
sein, das die Aufnahme in virusinfizierbare Zellen gewahrleistet. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Behandlung von Patienten, 
die VIRIP benotigen durch Gabe therapeutischer Mengen der erfindungsgema- 
Ben Polypeptide sowie Verfahren zur Behandlung von Patienten, die eine Inhi- 
bition des VRIP benotigen durch Gabe therapeutischer Mengen eines Antagoni- 
sten/Inhibitors. 

Alternativ kann die therapeutische. Wirkung des erfindungsgemaBen Polypepti- 
des durch Gabe von Polynukleotiden kodierend fur VIRIP und anschlieBende 
Expression in vivo beim Patienten erreicht werden. 

Das humane Hamofiltrat wird gegebenenfalls mit Wasser verdunnt und ange- 
sauert. Der pH-Wert betragt vorzugsweise 1,5 bis 3,5, insbesondere 2,5 bis 
3,0. Danach wird das Hamofiltrat uber einen Kationenaustauscher geleitet, 
beispielsweise einem mit Sulfonsauregruppen modifizierenden Tragermaterial 
(Fraktogel SP - 650 (M), Merck, Darmstadt). Die an den Kationenaustauscher 
gebundenen Peptide werden mit einer relativ hoch konzentrierten Salzlosung 
eluiert. Die Ionenstarke der Elutionslosung entspricht dabei ungefahr einer 0,5 
bis 1 molaren Ammoniumacetatlosung. 

Das aufgefangene Eluat wird einer weiteren Kationenaustauscher- 
Chromatographie unterzogen. Diese Chromatographie ist vorzugsweise eine 
Stufenelution mit Puffern von ansteigenden pH-Werten. 
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Die das erfindungsgemaBe Peptid enthaltenen Fraktionen werden mittels pra- 
parativer Umkehrphasen-Chromatographie und nachfolgender semipraparati- 
ver Umkehrphasen-Chromatographie beispielsweise an mit C18 modifizierten 
Tragermaterialien weitergereinigt. Der Aufreinigungsgrad wird vorzugsweise 
mittels analytischer Umkehrphasen-Chromatographie beispielsweise an mit 
C18 modifizierten Tragermaterialien uberpruft. 

Die durch die chromatographische Reinigung erhaltene Substanz wurde der 
Strukturaufklarung zugefuhrt. Die Bestimmung der Molekulmassen des gerei- 
nigten Peptids erfolgte mittels eines Elektrospray Massenspektrometers (ESI- 
MS). Die Sequenzanalyse des nativen Peptids erfolgte uber einen Edman- 
Abbau mit einem ABI 473 A Sequenzer. Die erfindungsgemaBe Peptidsequenz 
wurde chemisch synthetisiert und die Struktur des synthetisch hergestellten 
Peptids wurde ebenfalls aufgeklart. Dieses synthetisch hergestellte VIRIP be- 
wirkt ebenfalls eine dosis-abhangige Unterdrtickung der HIV-l-Infektion 
und/oder -Replikation von bzw. in humanen Blutzellen. 

Das erfindungsgemaBe Peptid sowie seine cDNA, sein Gen und Analoga, Frag- 
mente und Derivate zu dem Peptid, der cDNA und dem Gen sowie Antikorper, 
welche die Wirkung des VIRIP aufheben, konnen als Arzneimittel Verwendung 
linden. Seine biologische Aktivitat entspricht der virus-inhibierender Substan- 
zen. Dabei kann vermutet werden, dass VIRIP aufgrund seiner kurzen, hydro- 
phoben Sequenz in die Blutzellen aufgenommen wird und dort als Hemmstoff 
von Virus-Enzymen oder als Hemmstoff von Enzymen der Blutzellen wirkt Oder 
dass VIRIP an Rezeptoren bindet, welche fur den Eintritt von Viren von Be- 
deutung sind. Somit verhindert VIRIP die Infektion von Zellen mit dem Virus. 

Das erfindungsgemaBe Peptid kann dabei in fur Peptide ublicher Weise paren- 
teral, intravenos, intramuskular, intranasal, lokal-topisch, subkutan oder bukal 
verabreicht werden. Die Menge an.zu verabreichendem Peptid betragt 1 mg 
bis 1 g pro Darreichungseinheit pro Tag. Die Wirkung des erfindungsgemaBen 
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Peptids kann durch Gabe geeigneter Inhibitoren/Antagonisten gehemmt wer- 
den. 

Das erfindungsgernaBe Diagnostikmittel enthalt poly- oder monoklonale Anti- 
korper gegen das erfindungsgernaBe Peptid gegebenenfalls in fiuoreszenz- 
oder radioaktiv-markierter Form, urn in einem an sich bekannten ELISA oder 
RIA eingesetzt zu werden. Die Antikorper gegen ein erfindungsgemaBes Peptid 
konnen durch Immunisierung von Saugetieren erhalten werden. Das erfin- 
dungsgernaBe Diagnostikmittel enthalt DNA, RNA und/oder PNA gegebenen- 
falls in modifizierter und/oder markierter Form zum Einsatz in dem Fachmann 
bekannten Testsystemen wie PCR oder Fingerprinting. 

Figur 1: Aufreinigung von VIRIP. Die Aufreinigungsschritte sind im Text be- 
schrieben. (b) Inhibition der Replikation von HIV-1 NL43 in humanen Blutlym- 
phozten durch die Fraktion 1-20. Die Zellen wurden 2 Tage mit PHA stimuliert, 
mit Virusstocks die 10 ng p24 enthalten infiziert und die Reverse Transkripta- 
se-Aktivitat im Kulturuberstand 9 Tage nach Infektion bestimmt. Dargestellt ist 
das Ergebnis der Infektionsexperimente. 

Figur 2: Einfluss von synthethischem VIRIP auf die Infektion von CEMxl74- 
SEAP Indikatorzellen (links) und die Replikation in humanen PBMCs (rechts). 
Die Zellen wurden in Gegenwart der aufgefuhrten Mengen an VIRIP infiziert 
und kultiviert. Zur Bestimmung des viralen.Eintritts wurde die Aktivitat der se- 
kretierten Alkalinen Phosphatase in Kulturuberstand der CEMxl74-SEAP Zellen 
drei Tage nach der Infektion bestimmt. 

Figur 3: Die V3-Schleife des X4-tropen NL43 Klons wurde gegen die entspre- 
chenden Sequenzen der dargestellten HIV-1 Isolate ausgetauscht. Die rekom- 
binanten Viren unterscheiden sich somit ausschlieBlich in der V3-Schleife. Im 
rechten Panel ist der beobachtete inhibitorische Effekt (%), die Gesamtladung 
der V3-Region und der Korezeptortropismus dargestellt. 
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Figur 4: Dosis-abhangige Hemmung der X4-tropen P59S und der R5- 
topen 92TH HIV-1 NL4-3 Rekombinanten durch VIRIP. P4R5 
Indikatorzellen wurden in Gegenwart der dargestellten Konzentrationen 
an VIRIP infiziert und die B-Gal'aktosidase-Aktivitat im Zellextrakt 2 Tage 
nach Infektion gemessen. 



Figur 5: VIRIP hernmt die Vermehrung verschiedener HIV-Isolate mit unter- 
schiedlichem Zell- und Korezeptor-Tropismus in humanen PBMC. Vorstimu- 
lierte PBMC wurden in Gegenwart der dargestellten VIRIP Konzentrationen mit 
den diversen HIV-1 Isolaten (10 ng p27 antigen) oder einem chimaren Onko- 
Lentivirus (Mu-HIV). Die Virusvermehrung wurde durch die Messung der Re- 
verse Transkriptase-Aktivitat im Zellkulturuberstand bestimmt. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher beschrieben. 



Beispiel 1 



Isolierung des antiviral wirksamen VIRIP 

1. Schritt: Hamofiltrat-Batch-Extraktion 



800-1000 L Hamofiltrat werden mit HCI auf einen pH -Wert von 2.7 eingestellt 
und mit Wasser auf eine Leitfahigkeit von 5.5 mS/cm verdunnt und mit einer 
Flussrate von 3 Lymin auf einen starken Kationenaustauscher aufgetragen. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: Vantage VA 250 (Amicon, Witten) 

Saulenmaterial: Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 

Fluss: 3 U/min 

Detektion: 280 nm, pH, Leitfahigkeit 

Puffer A: Hamofiltrat pH 2.7, Leitfahigkeit 5.5 mS/cm 

Puffer B: 0.5 M Ammoniumacetat 
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Anlage: Autopilot Chromatographiesystem, (PerSeptive Bio 

systems, Wiesbaden) 

Nach Auftrag der insgesamt 1.000 L Flussigkeit uber Nacht wird mit mehreren 
Saulenvolumina 5 mM HCI gespult. Die Elution der gebundenen Peptide erfolgt 
als Batch-Elution mit 0.5 M Ammoniumacetat. Hierbei wird eine komplette Elu- 
tion der Peptide uber steigenden pH-Wert (6.8 - 7.2) und steigende Leitfahig- 
keit (56 mS/cm) in etwa 5 L Eluat erreicht. 

2. Schritt: Erste Draparative Auftrennung fCharae 01/1998) 

Die Ammoniumacetat-Eluate der Batch-Extraktion werden in einer Menge von 
10.000 L Hamofiltrat-Peptid vereinigt. Nach pH-Einstellung auf 2.7 wird das 
Peptidextrakt unter Zumischung von VE-Wasser mit einer Leitfahigkeit von 5.5 
mS/cm auf den praparativen Kationenaustauscher aufgetragen. 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: Vantage 250 VA 

Saulenmaterial: Fractogel TSK SP 650 (M) , 25 cm x 20 cm 

Fluss: bis zu 3 U/min wahrend des Auftrages 

0.5 bis 1 L wahrend der Elution 
Detektion: 280 nm, pH, Leitfahigkeit 

Probe: Hamofiltrat pH 2.7, Leitfahigkeit 5.5 mS/cm 

Anlage: Autopilot Chromatographiesystem, (PerSeptive Bio 

systems, Wiesbaden) 
Nach Auftrag des Rohextraktes uber 240 min wird die Saule mit 0.01 M HCI 
gespult, bis die Leitfahigkeit unter 1 mS/cm ist. Die Elution erfolgt dabei in 
mehreren Stufen mit den im folgenden angegebenen Puffern 

Puffer pH-Wert Puffersubstanzen Leitfahigkeit 

: • (mS/cm) 

Waschpuffer: 2.0 0.01 M HCI 1 
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Elutionspuffer 1: 


3.6 


0 1 M ~7 iYmr\c*n 1 1 re*- 1 -h\/rlr^t" 
'-'•J- i i i-iLJ ui ici loaui c J. iiyuiaL 




Elutionspuffer 2: 


4.5 


0.1 M Essigsaure + 0.1 M Natriumacetat 


4.0 


Elutionspuffer 3: 


5.0 


0 1 M Anfpl^aurp 


\j. 


Elutionspuffer 4: 


5.6 


0.1 M Bernsteinsaure 


6.1 


Elutionspuffer 5: 


6.6 


0.1 M NaH2P04 


4.9 


Elutionspuffer 6: 


7.4 


0.1 M NaH2P04 


6.7 


Elutionspuffer 7: 


9.0 


0.1 M Ammoniumcarbonat 


6.7 



Die Eluate 1-7 werden als pH-Pool I-VII bezeichnet (s. Fig. la). Sie werden 
separat gesammelt und abschlieBend mit VE-Wasser gespult. Die Elution er- 
folgt bis zum Erreichen einer neuen Basislinie, wobei fur die einzelnen pH-Pools 
I bis VII Elutionsvolumina von 10 bis 25 L erreicht werden. 

3. Schritt: Zweite preparative Auftrennuna: 



Die einzelnen pH-Pools werden zur Fraktionierung und gleichzeitigen Entsal- 
zung uber eine Reversed Phase Chromatographic getrennt 

Chromatographiebedingungen : 

Saule: FineLine 100 (Pharmacia, Freiburg) 

Saulenmaterial: Source RPC, 15 pm 

10 x 12.5 cm (FineLine 100) 
Fluss: 150 mL/min (FineLine 100) 

Detektion: 280 nm, Leitfahigkeit, pH 

Puffer A: 10 mM HCI 

Puffer B: 80% Acetonitril in 10 mM HCI 

Gradient: 0-60% Puffer B in 5 Saulenvolumen 

Nach Auftrag der einzelnen pH-Pools wird die Saule mit Puffer A gespult. 
Wahrend der Elution werden Fraktionen zu 200 ml gesammelt. Die Fraktionen 
werden gefriergetrocknet und bei -20°C gelagert. Aliquots der entstandenen 
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Fraktionen werden im Bioassay getestet. Die Fraktion 20 aus pH-Pool I enthielt 
das erfindungsgemaBe Peptid (s. Fig. lb, c). 

4. Schritt: Semipraparative Reverse-Phase C18-Chromatoqraphie: 

Insgesamt 500 mg der im Assay bioaktiven Fraktion 20 aus pH-Pool I wurden 
uber eine semipraparative Reverse-Phase Saule aufgetrennt. Die Fraktion 27 
enthielt die erfindungsgemaBe Substanz (s. Fig. Id). 

Chromatographiebedingungen: 

Saule: 4,7 cm x 30:'cm StahlsSule 

Fullmaterial: Vydac RP-C18 15-20 pm, 300 A 

Puffer A: 30% Methanol, 70% Wasser, 0.1% TFA 

Puffer B: 100% Methanol, 0.1% TFA 

Gradient: 0 - 60% B in 2100 ml 

Fluss: 40 ml/min 

Detektion: 214 nm und 280 nm 

Chromatographieanlage: BioCad 250, Perseptive Biosystems 
Fraktionen: a 50 ml ab Start des Gradienten 

5. Schritt: Analvtische Reverse-Phase C4-ChromatOQraphie: 

Die bioaktive Fraktion 27 aus der vorhergehenden Chromatographie wurde 
uber eine analytische Reverse-Phase Saule aufgetrennt. Aliquots wurden im 
Bioassay getestet. Die Fraktionen 33+34 enthielten die erfindungsgemaBe 
Substanz in aufgereinigter Form, 

Chromatographiebedingungen: 5 prn, 100 A, 20 x 250 mm; 

Saule: 2 cm x 25 cm Stahlsaule 

Fullmaterial: RP-C4, 5 pm, 100 A, Biotek Silica, Ostringen, 
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Germany 

Puffer A: Wasser, 0.1 % TFA 

Puffer B: 80 % Acetonitril, 20% Wasser, 0.1 % TFA, 

Gradient: 20 - 60% B in 80 min, 60 - 100% B in 2 min 

Fluss: 8 ml/min 

Detektion: 214 nm und 280 nm 

Chromatographieanlage: Kontron 

Fraktionen: a 1.5 min ab Start des Gradienten 

Die erfindungsgemaBe Reinsubstanz wurde daraufhin in dosisabhangiger 
Wei.se. im Bioassay untersucht und peptidchemisch charakterisierL 

Beispiel 2 

Massenbestimmunaen 



Die Massenbestimmungen des aus Hamofiltrat isolierten Peptids (aus den 
Fraktionen 33+34 des 5. Schritts in Beispiel 1) und des chernisch syntheti- 
sierten Peptids (Beispiel 3) wurden auf einem ESI Massenspektrometer durch- 
gefuhrt (s. Fig. If). Die Molekulmasse der Peptide wurden entsprechend der 
nachfolgend gezeigten Massenzahlen (MW) bestimmt: 

VIRIP, isioliert aus humanem Hamofiltrat: 2303 Da 

VIRIP, chernisch synthetisiertes Peptid: 2303 Da 
SeauenzbestimmunQ 

Die aufgereinigten nativen und chernisch synthetisierten Peptide werden mit- 
tels Edman-Abbau auf einem ABI 473 A Sequenzer unter Verwendung des 
Standard-Programms analysiert. Die Proben werden auf eine Poiybrene- 
Membran in Mengen zwischen 100 und 400 pmol aufgetragen. Es ergaben sich 
sowohl fur das aus Hamofiltrat isolierte Peptid (aus den Fraktionen 33+34 des 
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5. Schritts in Beispiel 1) und das chemisch synthetisierte Peptid (Beispiel 3) 
folgende identische vollstandige Aminosauresequenz: 

LEAIPMSIPPEVKFNKPFVF 

Datenbankveraleich 

> 

Ein Datenbankvergleich wurde mit Hilfe des HUSAR-Programmpakets an den 
SwissProt und EMBL-Nukleinsaure Datenbanken durchgefuhrt. Die Peptidse- 
quenz besitzt eine hundertprozentige Identitat zu dem aus der cDNA abgelei- 
teten Aminosauren 353-372 des humanen Proteins AIpha-1-Antitrypsin 
(Accession No. P01009). '- — • 

Beispiel 3 

Chemische Synthese von VIRIP 

Die chemische Synthese von VIRIP wurde mittels konventioneller Festphasen- 
synthese auf einem Peptid-Synthesizer 9050 unter Verwendung der bekannten 
Fmoc-Chemie durchgefuhrt. Das erhaltene Peptid wurde uber Reverse-Phase 
Chromatographie aufgereinigt, seine Identitat und Reihheit wurde mittels ana- 
lytischer RP-HPLC sowie der unter Beispiel 2 beschriebenen Massen- und Se- 
quenzbestimmung festgestellt. 

Beispiel 4 

Bestimmung der antiviralen Aktivitat von VIRIP 

Die Isolierung der VIRIP erfolgte aufgrund ihrer inhibitorischen Wirkung auf die 
Vermehrung von HIV-1 in einem Assay, der die Replikation von HIV-1 in peri- 
pheren humanen Blutlymphozyten (PBMCs) misst. Dazu wurden jeweils Ali- 
quots der unter Beispiel 1 beschriebenen einzelnen Chromatographiestufen 
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gefriergetrocknet und anschlieBend dem biologischen Assay in Mengen von 10 
ml bis zu 1 L Hamofiltrat-Aquivalent zugefuhrt. Die Fraktionen, die jeweils ein 
positives Signal ergaben, wurden der weiteren Aufreinigung unterzogen. 

Humane periphere Blutlymphozyten (PBMCs) wurden aus Vollblut mittels 
Dichtegradienten-Zentrifugation in Ficoll gewonnen. Die Zellen wurden fur zwei 
Tage vorstimuliert (RPMI-Medium, 20% FKS, 100 U/ml IL-2, 5 pg/ml Phyto- 
hamagglutinin [PHA]). AnschlieBend wurden die PBMCs durch Zentrifugation 
fur 5 min bei 1200 rpm sedimentiert, in PHA-freiem RPMI-Medium aufgenom- 
men (20% FKS, 100 U/ml IL-2) und in einer Konzentration von etwa 150.000 
Zellen pro Loch in 96-Well-Flachboden-Platten in einem Volumen von 80 pi 
ausgesat. 

Am folgenden Tag wurden Aliquots der unter Beispiel 1 beschriebenen einzel- 
nen Chromatographiestufen in Mengen von 10 ml bis zu 1 L Hamofiltrat- 
Aquivalent zugefuhrt. Dazu wurden die gefriergetrockneten Chromatographie- 
stufen in Wasser aufgenommen und in verschiedenen Konzentrationen in ei- 
nem Gesamtvolumen von 10 pi zu den PBMCs pipettiert. Nach 2stundiger In- 
kubation bei 37°C wurden die Zellen durch die Zugabe von 10 pi HIV-1 Virus- 
stock, der 0,1 bis 10 ng p24 Antigen enthalt, infiziert. Im folgenden wurden 50 
pi des Kulturmediums alle 2 Tage durch frisches Medium ersetzt, welches zu- 
satzlich die korrespondierenden Peptid-Fraktionen enthalt. Die Produktion an 
HIV-PartikeIn zu verschiedenen Zeitpunkten (9, 12 und 18 Tage) nach der In- 
fektion der Zellen wurde im Reverse-Transkriptase(RT)-Test quantifiziert. Der 
RT-Test misst die Aktivitat der Reversen-Transkriptase im zellfreien Kultur- 
uberstand und ist somit ein MaB fur die Produktion an Viruspartikeln und die 
virale Vermehrung in den PBMC-Kulturen. Alternativ wurde die Virusproduktion 
im p24 Antigen-ELISA bestimmt. Fraktionen, die im Vergleich zu Ansatzen oh- 
ne potentiell stimulierende oder inhibitorische Peptide zu einer mindestens 
90%igen Reduktion der RT-Produktion fuhrten (s. z.B. Fig. lb) und somit die 
Vermehrung von HIV-1 in humanen PBMC efficient hemmten, wurden weiter 
aufgereinigt. 
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Das aus Hamofiltrat aufgereinigte VIRIP (Beispiei 1) als auch das chemisch 
synthetisierte VIRIP (Beispiei 3) zeigten eine dosisabhangige Inhibition der 
HIV-1 Infektion von CEMxl74-SEAP Indikatorzeiien und der Replikation in 
PBMCs (Fig. 2). Das erfindungsgemaBe VIRIP besitzt dagegen keine zyto- 
toxische Wirkung auf die Blutzellen. 

Beispiei 5. Die Effizienz der VIRIP-spezifischen Inhibition ist abhangig 
von der Sequenz der V3-Schleife im HIV-1 Huliprotein. 

Die Ergebnisse belegten, dass sowohl VIRIP aus Hamofiltrat, als auch das 
v synthetisch hergestellte Peptid die Replikation von HIV-1 NL43 wirksanvbiuk- 
kieren. Um herauszufinden, ob VIRIP spezifisch fur X4-trope Varianten ist 
oder auch andere Formen inhibiert, welche den Korezeptor CCR5 benutzen 
oder dual-trop (X4/R5) sind, wurde eine Reihe von V3-Varianten des moleku- 
laren NL4-3 Klons untersucht (Fig. 3). Der V3-Loop des X4-tropen NL4-3 Klons 
wurde durch die entsprechende Region einer Reihe von primaren HIV-1 Isola- 
ten ersetzt. Funktionelle Tests mit verschiedenen Indikatorzellinien zeigten, 
dass diese V3-Rekombinanten einen unterschiedlichen Zell- und Korezeptor- 
Tropismus aufweisen. Um den inhibitorischen Einfluss von VIRIP auf diese Va- 
rianten zu untersuchen wurden P4R5 Indikatorzeiien verwendet. P4R5-Zellen 
exprimieren sowohl CCR5 ais auch CXCR4 und enthalten das Luziferasegen 
unter der Kontrolle der HIV-1 LTR. Diese Zellinie wurde in Gegenwart und Ab- 
wesenheit von VIRIP mit den diversen rekombinanten Viren infiziert (50 ng 
p24) und die Infektion mit Hilfe des Luziferasetest quantifiziert. Wie in der Fi- 
gur 3 dargesteilt inhibierte VIRIP sowohl X4-, als auch R5- und X4/R5-trope 
Varianten. Insgesamt wurden jedoch X4-trope Varianten mit stark positiv ge- 
ladenem V3-Loop effizienter gehemmt als R5- oder dual-trope Isolate. 

Um den inhibitorischen Effekt der erfindungsgemaBen Substanz genauer zu 
, quantifizieren, wurden P4R5 Indikator Zellen in Gegenwart verschiedener Do- 
sen von VIRIP mit dem X4-tropen HIV-1 P59S und dem R5-tropen 92TH Isolat 
infiziert. Wir in der Fig. 4 dargesteilt, inhibierte VIRIP das HIV-1 P59S Isolat 
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bei einer Konzentration von 40 pg/ml um 50%, und bei einer Konzentration 
von 180 pg/ml um 90%. Zur Hemmung des X-tropen 92TH Isolates waren et- 
wa 2-fach hohere Konzentrationen an VIRIP erforderlich (Fig. 4). 

In weiteren Experimenten wurde gezeigt, dass VIRIP die Replikation von X4 - 
tropen und dual-tropen HIV-Varianten in humanen PBMC bei Konzentrationen 
von 1000 pg/ml komplett und bei Konzentrationen von 100 \jg/m\ zumindest 
partiell unterdruckt (Fig. 5, oben). Die inhibitorischen Effekte auf R5-trope 
Formen waren geringer. Ein chimares Onko-Lentivirus (Mu-HIV), welches das 
MLV-Hullprotein tragt, wurde nicht inhibiert (Fig. 5, unten). 
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Patentanspruche 

1. Peptid mit nachfolgender Aminosauresequenz: 
Zi-LEAIPMSIP^EN/KFNKPFVF-Zz (VIRIP) 

sowie seine bioiogisch aktiven Fragmente und/oder Varianten 
und/oder Derivate, insbesondere amidierte, acetylierte, sulfatierte, 
Polyethylenglycol (PEG) modifizierte, phosphorylierte und/oder gly- 
kosylierte Derivate, sowie die durch multiple Synthese darstellba- 
ren Peptide,~welche die biologische Aktivitat von VIRIP besitzen, 

darin reprasentieren Z u Z 2 unabhangig voneinander eine Anzahl 
von 0 bis zu 10 Aminosaureresten, und falls Z, oder Z 2 =0 Ami- 
nosaurereste bedeuten, dann Z 2 =H und/oder Z 2 =COOH. 

2. Peptid VIRIP nach Anspruch 1, wobei einzelne oder mehrere Ami- 
nosaurereste in der Sequenzfolge ausgetauscht, deletiert oder zu- 
gefugt werden, sowie chemische Modifizierungen an einzelnen 
Aminosauren des VIRIP, die eine verbesserte biologische Aktivitat 
von VIRIP zur Folge haben. 

3. Polynukleotide kodierend fur das Peptid nach Anspruch 1 oder An- 
spruch 2 und/oder dessen Fragmente, Varianten, Derivate und 
Analoga. 

4. Polynukleotide nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Polynukleotide aus DNA, RNA, genomischer DNA oder PNA aufge- 
baut sind. 

5. Vektor enthaltend die. Polynukleotide aus Anspruch 3. 
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6. Gentechnisch manipulierte Wirtszelle enthaltend den Vektor nach 
Anspruch 5. 

7. Polynukleotide hybridisierend mit einem Polynukleotid aus An- 
spruch 3. 

8. Antikorper gerichtet gegen die Peptide aus Anspruch 1 oder 2. 

9. Antagonist/Inhibitor gerichtet gegen die Peptide aus Anspruch 1 
oder 2. 

10. Peptide aus Anspruch 1 oder 2 in Verbindung mit einem Adapter- 
protein, das die Aufnahme in Virus-infizierbare Zellen gewahrlei- 
stet. 

11. Galenische Formulierung bestehend aus Peptiden nach Anspruch 1, 
2 oder 10 und einem vertraglichen Carrier. 

12. Verfahren zur Herstellung des Peptides gemaB Anspruch 1 durch 
Extraktion von Hamofiltrat durch Kationenaustauscher-Extraktion 
mit nachfolgender Elution der adsorbierten Substanzen, eine er- 
neute Kationenaustauscher-Chromatographie des die Peptide ent- 
haltenden Extraktes sowie mehrstufige Umkehrphasen-Chroma- 
tographie. 

13. Verfahren zur Herstellung des Peptides gemaB Anspruch 1 oder 2 
durch Festphasensynthese im Sinne der Merrifield-Synthese sowie 
Fiussigphasensynthese nach dem Fachmann bekannten Methoden 
mit geschutzten Aminosauren und dessen Aufreinigung. 
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14. Verfahren zur Herstelluhg des Peptides gemaB Anspruch 1 oder 2 
durch dem Fachmann bekannte Verfahren der heterologen Expres- 
sion mittels gangiger biotechnologischer Vektoren. 

15. Diagnostikmittel enthaltend Antikorper nach Anspruch 8 oder ent- 
haltend die Polynukleotide nach Anspruch 3, 4 oder 7. 

16. Verwendung des Diagnostikmittels nach Anspruch 15 fur Testsy- 
steme zur Kontrolle von Gewebe-, Plasma-, Urin- und Liquor cere- 
brospinalis-Spiegeln dieser Substanz. 

17. Verwendung des Diagnostikmittels nach Anspruch 15 als Marker fur 
virale Erkrankungen, bakterielle und Pilz-Infektionen, inflammatori- 
schen und neoplastischen Prozessen sowie als Marker bei entzund- 
lichen Prozessen, gestorten Entzundungsreaktionen, Tumorerkran- 
kungen, Wachstumsstorungen, Erkrankungen des Immunsystems 
sowie als Marker bei Knochenerkrankungen. 

18. Arzneimittel enthaltend die Peptide nach Anspruch 1, 2 und 10 die 
Polynukleotide nach Anspruch 3, 4 oder 7, die Antikorper nach An- 
spruch 8, die Antagonisten/Inhibitoren nach Anspruch 9 als wirk- 
samen Bestandteil von galenischen Formen zur oralen, intraveno- 
sen, intramuskularen, intracutanen, subcutanen, intrathekalen An- 
wendung sowie ais Aerosol zur transpulmonalen Applikation. 

19. Verwendung des Arzneimittels nach Anspruch 18 zur Behandlung 
von viralen Erkrankungen, dabei insbesondere HIV-1, HIV-2, Her- 
pes-simplex-Virus, Varicella-Zoster-Virus, Hepatitis-A-, Hepatitis-B- 
Virus und Hepatitis-C-Virus, Zytomegalie-Virus, Influenza-Virus, 
Polio-Virus, Rhino-Virus, Roteln-Virus, Masern-Virus, Tollwut-Virus, 
Rous-Sarcom-Virus, Epstein-Barr-Virus sowie zur Behandlung von 
bakteriellen und Pilz-Infektionen, entzundlichen Prozessen, ge- 
storten Entzundungsreaktionen, Tumorerkrankungen, Wachstums- 
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storungen, neuronalen Erkrankungen, Erkrankungen der Blutge- 
rinnung und Blutbildung, GefaBerkrankungen, Erkrankungen des 
Immunsystems, sowie zur Wund- und Knochenheilung. 
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P59-S/27 gspq-r— r- .. wlw yargng 98 +7 X4 

P34-S his-r-s- .. ra -er-.. k — 91 +8 X4 

92ht593-l s-r-s- .. ra -.k-..— n — — 90 +7 X4/R5 

HXB2 -r-r- v- i-k-...-nm 90 +9 X4 

93br020-17 - — r-sl ..- — v — a—.. k — 88 +7 X4/R5 

P51-S g-k-r-ms- ia -rq-.. k — 85 +7 X4/R5 

92rw020-5 - gvr- ..— q— a ~g-.. 78 +5 R5 

011jrl03 p- .. 75 +6 R5 

LAI r- - i-k-..— nm 70 +8 X4 

NL43 r v- i-k-...-nm 70 +8 X4 

93br025-9 r- .. — q — a - — ..— — 58 +5 R5 

YU2 n- .. 1 50 +5 R5 

005pfl35 g— — 28 +5 R5 

SG3.1 kk— r-tt .. vy ..v — 30 +8 X4/BOB 

92th014-12 — ! .. w q-.. 22 +5 R5 
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Forssmann, Wolf-Georg 



Kirchhoff, Frank 

<120> Humanes zirkulierendes Virus inhibirendes Peptid 
(VIRIP) und seine Verwendung 

<130> VIRIP 

<140> 
<141> 

<160> 1 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Leu Glu Ala He Pro Met Ser He Pro Pro Glu Val Lys Phe Asn Lys 



1 



5 



10 



15 



Pro Phe Val Phe 
20 
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Oby multiple synthesis and which have the biological activity of VIRIP. In said sequence, Zj and Z ; represent independently of one 
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seine biologisch aktiven Fragmente und/oder Varianten und/oder Derivate. insbesondere amidierte, acetyberte, sulfauerte, 
Polyethylenglycol (PEG) modifizierte, phospborylierte und/oder glykosylierte Derivate. sowie die durch multiple Synthese 
darsiellbaren Peptide, welche die biologiscne Akiivitat von VIRIP besitzen, darin reprasentieren Zj. Zn unabhangig voneinander 
eine Anzahl von 0 bis zu 10 Arninosaureresten, und falls Z, oder Z2=0 Aminosaurereste bedeuten, dann Z]=H und/oder Z>=COOH. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This ime mfflional search report has not been established in respect of certain H^rns im^ Article l7(2Xa) for the following reasons: . 

1. ^ Cairns Nos.: 

because they reiaie to subject matter not required to be searched by this Authority, namel y: 

See supplemental sheet FURTHER INFORMATION PCT/ISA/210 



z Claims Nos.: Claims nos: 9 and in part 1 8 

because they relate to parts of the mternational application that do not comply with the prescribed requirements to s uch 
an extent that no meaningful intemanona) search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet FURTHER INFORMATION PCT/ISA/210 

3. Q Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with ihe second and third sentences of Rule 6.4(a). 

Box U Observations" where unity of invention is lacking (Continuation of Item 2 of first sheet) 

This Jntemariooal Searching Authority found multiple inventions in this internanonal application, as follows: 
See next: page 



1. | | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims 

2. | | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not Invite payment 

of any additional fee 

3. £~] As only some of the required additional search fees were timdy paid by the applicant, this mternational search report 

covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 - f~l No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest j~j The additional search fees were accompanied by the applicant's protesL 

| ] No protest accompanied the payment of additional search fees. 
Form PCT/ISA/210 (continuation of firn sbect (1)) (July 1998) ~"~ 
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Continuation of field 1.1 

Although the claims nos. 16, 17 and 19 relate to a diagnostic method carried out on the 
human/animal body, or relate to a method for the treatment of the human/animal body, a 
search was carried out and was based on the indicated effects of the compound/composition. 

In the broadest sense, claim no. 6 also covers transgenic human beings (and is not restricted to 
'non-human' host cell or 'in vitro'). This contravenes the ethics in certain PCT Member States 
e.g. Article 53(a) of the European Patent Agreement). 

Continuation of field 1.2 

Claims nos: 9 and in part 1 8 

Compounds as such are not sufficiently defined by the details of their effects. A search was 
not therefore carried out for the subject matter of claims 9 and in part 1 8 
(antagonists/inhibitors), as an antagonist/inhibitor is neither disclosed nor supported by the 
description according to the terms of PCT Articles 5 and 6. 

The applicant is therefore advised that patent claims, or sections of patent claims relating to 
inventions for which no international search report was drafted, cannot normally be the 
subject of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). EPO policy, when 
acting as an International Preliminary Examining Authority, is normally not to carry out a 
preliminary examination of subject matter, for which no search has been conducted. This is 
also the case, irrespective of whether the claims are amended following receipt of the 
international search report (PCT Article 19) or during any PCT Chapter II procedure whereby 
the applicant submits new patent claims. 
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Wenere Verottentlchungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
enlnehmen 



Siehe Anhang Palenttamitie 



* Be son der e Kategorien von angegebenen Verotlentlichungen 
*A* verotlenllichung. die den attgemeinen Stand der Technik defmierl, 
aber nichl als besonders bedeutsam a nz use ben ist 

*E" aleres Dokument. das jedoch ersl am Oder nach dem inlernationalen 
Anmetde datum verdtlentlicht worden ist 

*t* Verbftentichung. die geeigne! ist. emen Prioritalsanspruch zweifelhatt er- 
schetnen zu lassen. Oder durch die das Veroflentlichungsdaium einer 
artderen im Recherchenbehcht genannten Verotfentlichung belegl werden 
soil Oder de aus etnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhn) 

•Or Verotlenllichung. die sich aul erne mundiiche Oflenbarung. 

ere Benutzung. erne Aussie Dung oder andere Maftnahmen bezieht 
•p* vefdttenUi chung. die vor dem inlernationalen Anmeidedatum. aber nach 

dem beanspruchten Pnorflatsdatum veroftentlichl worden ist 



T* Spatere Verottentlichung, die nach dem iniernaiionalen AnmeWedalum 
oder dem Priortlatsdatum verofterrtlicht worden ist und mil der 
Anmetdung nichl kolkdjen. son dem nur zum V erst an on is des der 
Erfindung zugrundeliegenden Pnnzips oder der Sir zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

X' Veroflentlichung von besonderer Bedeutung. die beanspruchte Erfindung 
kann altein aufgrund cteser Verotfentlichung nichl als neu Oder aul 
erfinderischer TaiigkeU beruhend betrachlet werden 

Y* Verottentlichung von besonderer Bedeutung: die beanspruchie Erfindung 
kann nichl als aul eriindehscher Taligkeil beruhend betrachlet 
werden, wenn die Verottentlichung mil einer oder mehreren anderen 
Verottentiichungen dieser Kaiegorie in Verbindung gebrachf wird und 
diese Verbindung fur emen Fachmann naheliegend ist 

&• VerStfentlichung. die MAgbed dersetoen Patent! amilie tst 
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Bezeichnung der Veroftenllichung. sowert erlorderiich unter Angabe der in Belrachl kommenden leile 



Belr. Anspruch Nr. 



SHAPIRO LELAND ET AL: 
"Alpha-l-anti trypsin inhibits human 
immunodeficiency virus type 1 . " 
FASEB JOURNAL, 
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Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/11020 



Feid I Bemerkungen zu den Anspruchea die sich als nicht recherchieroar erwiesen haben (Fortsetzung von Punk! 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Griinden fur bestimmte Anspruche kein Recherche nbericht erstellt: 
1. j X 1 Anspruche Nr. 

weii ste sich aul Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die BehOrde nicht verpflichtet ist namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



z. jT] AnsprucheNr. 9 und tei lweise Anspruch 18 

weii sie sich aul Teile der intemationalen AnmeWung beziehen, die den vorgeschriebenen Antorderungen so wenig entsprechen. 
daO eine sinnvolle intemationaJe Recherche nicht durcngefuhrt we r den kann. namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. II Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handett. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgetaftt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlicftkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestelit. daQ diese internationaie Anmetdung mehrere Ertindungen enthatt 



1 . I | Da der Anmelder alle erfordetlichen zusatztichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
I 1 internationaie Recherchenbencht aut alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I I Da tor alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhn werden konnte. der eine 
I 1 zusatztoche Recherchengebuhr gerechttertigt hatte. hat die Behorae nicht zur Zahtung einer sotehen Gebimr autgetordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der ertorderlichen zusatzfichen Recherchengebuhren rechtzeitig enthchtet hat, erstreckt sich dieser 

I 1 internationaie Recherchenbericht nur auf die Anspruche. fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich aul die 

Anspruche Nr. 



4. | 1 Der Anmelder hat die ertorderlichen zusatztichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig enthchtet Der internationaie Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwannte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruch en er- 
taBt: 



Bemerkungen htnstchtlich etnes Widerspruchs | | Die zusatztichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zarrtung zusatzhcher Recherchengebuhren ertolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.1 

Obwohl die Anspruche 16, 17 und 19 sich auf ein Di agnostizi erverfahren, 
das am menschl ichen/ti eri schen Korper vorgenommen wird Oder Verfahren zur 
Behandlung des menschl ichen/ti eri schen Korpers beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusammensetzung. 

Im weitesten Sinn umfasst Anspruch 6 auch transgene Menschen (nicht auf 
"nicht-humane" Wirtszelle bzw. "in vitro" beschrankt). Dieser Gegenstand 
verstosst gegen die guten Sitten in bestimmten PCT-Mi tgl iedsstaaten (z.B. 
Art. 53(a) des EPO). 

Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: -9 und teilweise Anspruch 18 



Verbindungen als solche sind durch die Angabe ihrer Wirkung nicht 
ausreichend definiert. Daher wurde der Gegenstand des Anspruchs 9 und 
teilweise des Anspruchs 18 (Antagoni sten/Inhibitoren) nicht recherchiert 
weil ein Antagonist/Inhibitor, im Sinne der Art. 5 und 6 PCT, weder 
offenbart noch durch die Beschreibung gestutzt ist. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, da8 die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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